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Fruhvald, E. VARIAGAO DIARIA DA EXCREGCAO UROFECAL DE
METABOLITOS DE GLICOCORTICOIDES EM PAPAGAIO VERDADEIRO
(Amazona aestiva). Botucatu, 2012, 74f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

As aves da familia Psittacidae sao muito visadas pelo trafico de animais
selvagens. O papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) € uma das espeécies
mais traficadas. Os animais provenientes do trafico sdo transportados em
espaco restrito, sem alimento ou agua e as aves adoecem ou morrem devido
ao estresse ou brigas, antes mesmo de chegarem ao consumidor final. O
estresse leva a secrecao de glicocorticoides que possui diversas funcdes nos
vertebrados além de sofrerem flutuagBes dos seus niveis basais para preparar
0 organismo para o inicio das atividades diarias. Fatores ambientais e
necessidades fisiologicas interagem para a manutencdo do relégio biolégico,
que € responsavel por determinar essas alteracfes enddcrinas. As andlises
hormonais através de técnicas néo-invasivas tém sido usadas em estudos da
biologia da conservacédo, comportamentais e fisiologicos em aves cativas ou de
vida livre devido a sua facilidade de coleta e por ndo causarem prejuizos ao
individuo. Os niveis de metabdlitos de glicocorticoides presentes nas excretas
refletem as concentracfes plasméticas desses horménios. Com objetivo de
determinar o perfil de excrecéo urofecal de metabdlitos de glicocorticoides nos
excrementos de A. aestiva, ao longo do dia e relacionar esses achados com as
atividades diaria desses animais, foram utilizados 22 animais (12 machos e 10
fémeas) alojados em gaiolas individuais, e suas excretas foram colhidas a cada
trés horas, por 24 horas consecutivas. Foi observado um pico nas
concentracbes de metabdlitos de glicocorticoides nas primeiras horas do dia,
quando também se inicia as atividades diarias das aves; e as concentracdes
diminuiram gradualmente até atingirem seus niveis basais no final da tarde e
se mantiveram baixos até a manha seguinte.

Palavras-chave: atividade diaria, corticosterona, excretas, ritmo circadiano,
método nao-invasivo.



Fruhvald, E. DAILY VARIATION EXCRETION OF GLUCOCORTICOIDS
METABOLITES IN BLUE-FRONTED PARROT (Amazona aestiva)
DROPPINGS. Botucatu, 2012, 74f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinéria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The birds of the Psittacidae family are highly targeted for wildlife trafficking. The
Blue-fronted parrot (Amazona aestiva) is one of the most trafficked species. The
animals are transported in restricted spaces, without food or water and the birds
get sick or die due to stress or fights, before arriving to the final consumer.
Stress leads to secretion of glucocorticoids that has several functions in
vertebrates and suffer fluctuations of baseline levels to prepare the organism for
the start of daily activities. Physiological and environmental factors interact to
maintain the biological clock, which is responsible for determining these
endocrine changes. The hormonal assays employing non-invasive techniques
have been used in studies of conservation biology, behavioral and physiological
studies of captive or free-living birds because of the ease of collection and lack
of harm to the individual. Levels of glucocorticoid metabolites in feces reflect
plasma concentrations of these hormones. In order to define the profile of
excretion of glucocorticoids metabolites in A. aestiva droppings throughout the
day and correlate these findings with the daily activities of these animals, we
used 22 animals (12 males and 10 females) housed individually in cages, and
their droppings were collected every three hours for 24 consecutive hours. A
peak in the concentration of glucocorticoids metabolites was observed in the
first hours of the day at the start of the birds’ daily activities, and the
concentrations decreased gradually to basal levels in the late afternoon and
remained low until the next morning.

Key-words: daily activity, corticosterone, dropping, circadian rhythm, non-
invasive method.
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A pratica da retirada dos animais selvagens de seu habitat para torna-los
cativos pelo homem vem desde a Antiguidade. Nos seus primordios, 0s
espécimes eram capturados e utilizados para fins militares, como auxiliares em
atividades de caca ou exibidos em paradas militares e em volta dos palacios.
Havia também a promocao de batalhas entre animais selvagens e domeésticos,
por puro prazer (LIVET, 2001).

No século XVI, esses animais comecaram a ser usados como presentes
diplomaticos ou objeto de troca entre os paises europeus, tornando-se assim
produtos de comércio. Grandes expedicbes foram organizadas a fim de
conseguir animais raros de outros territorios. Com a alta mortalidade dos
animais, devido ao transporte inadequado e a aclimatacao dificil, os custos
eram bastante elevados e limitavam a posse dessas raridades a alta
aristocracia; manter esses animais enjaulados era sindbnimo de riqgueza e poder
(LIVET, 2001).

Atualmente, os animais selvagens sdo visados para criacdo domeéstica
nao convencional. Dentre os animais selvagens mais procurados para este fim,
estdo as aves, mais especificamente passaros canoros, pelos seus belos
cantos e aves da familia Psittacidae, por possuirem a capacidade em imitar a
voz humana. Hoje, muitas espécies de papagaios estdo ameacadas ou perto a
extingdo, como por exemplo papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis),
papagaio-chaua (Amazona rhodocorytha), papagaio-chardo (Amazona petrei) e
0 papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea) devido a exploracao pelo trafico
ou destruicéo de seus habitats (SCHERER-NETO et al., 2011).

A espécie Amazona aestiva (Linnaeus, 1758), popularmente conhecida
como papagaio-verdadeiro, pertence a familia Psittacidae, da Ordem
Psittaciformes, a qual possui cerca de 360 espécies de aves no mundo. O
Brasil possui a maior diversidade; cerca de 80 espécies em todo seu territorio
(O'MALLEY, 2005).

Segundo o relatério do RENCTAS (2001) os animais provenientes do

trafico sdo transportados em espaco restrito, sem alimento e agua, em caixas



superlotadas, favorecendo brigas, ferimentos e que as aves adoecam ou
morram antes mesmo de chegarem ao consumidor final.

Diversas pesquisas em busca de dados béasicos sobre a biologia da
espécie vém sendo desenvolvidas, visando estabelecer programas de
conservacao, recuperacao de espécies ameacadas de extingado, reproducao e
melhoria de suas condi¢cées em cativeiro (ICMBio/MMA, 2011) evitando assim
0 estresse que prejudica sua saude, comportamento e compromete seu bem-
estar.

O estresse leva a liberacdo de glicocorticéides (GCs) plasmaticos,
portanto a dosagem de suas concentracdes vem sendo utilizada para avaliar a
resposta ao estresse em diferentes espécies (SAPOLSKY et al.,, 2000;
ROMERO, 2004; KORTE et al., 2005; TOUMA e PALME, 2005) e esclarecem
as relacdes entre esses hormonios e o comportamento, estresse, bem-estar
animal e fisiologia reprodutiva. Essas informagdes vém sendo usadas para o
desenvolvimento dos conceitos de ecologia comportamental e estratégias
dentro da area de biologia da conservacdo (ROMERO, 2004).

A dosagem dos GCs pode ser realizada no plasma e soro sanguineos
saliva e dos seus metabolitos nas fezes ou urina; no caso das aves, como a
excrecao € conjunta, pode ser feita nos excrementos urofecais (BEERDA et al.,
1996; COOK, 2002; WASSER et al., 2002).

Contudo as técnicas de colheita de sangue nos animais selvagens sao
complicadas, altamente invasivas e inadequadas para avaliar os horménios do
estresse (ROMERO e REED, 2005), pois elevam rapidamente os niveis
sanguineos desses hormoénios, além de prejudicar a saude e o bem estar
animal (BOONSTRA, 2004).

Devido a isso, as técnicas nao invasivas de avaliacdo desses hormonios
vém sendo desenvolvidas e validadas em varias espécies como camundongos
(TOUMA et al., 2004), ratos de laboratério (BAMBERG et al., 2001), caes e
gatos (SCHATZ e PALME, 2001), bovinos e ovinos (PALME et al., 1999),
gansos (KOTRSCHAL et al., 2000) e galinhas (RETTENBACHER et al., 2004).

Dentro deste cenario, Fujihara (2012) validou a dosagem de metabdlitos
de GCs (corticosterona) em excrementos de papagaio verdadeiro, tornando
portanto esta técnica ndo invasiva disponivel para o estudo do funcionamento

do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal na espécie.



Contudo, apesar de no seu experimento ter sido dosada ao longo do dia a
excrecdo de metabdlito de GCs nas excretas de animais que néo foram
submetidos a desafios hormonais, esses valores necessitaram ser confirmados
pois 0 grupo controle e o grupo solugcédo salina tiveram resultados parecidos,
podendo levar a interpretacdo que a resposta ao estimulo visual e auditivo é a
mesma da contencao fisica, j& que o grupo controle permanecia no mesmo
ambiente que os animais que foram contidos e submetidos a injecbes das
substancias testadas (ACTH, solucdo salina e dexametasona) (FUJIHARA,
2012).

Fatores externos (ambiente) e internos interagem para a manutencao do
reldgio bioldgico, que é responsavel por determinar alteracdes enddcrinas.
Esse reldgio biologico € determinado por um ciclo de sono e vigilia calibrado ao
ciclo noite- dia do Planeta Terra (FERNANDES, 2006).

Um dos horménios responsavel pela manutencdo do reldgio bioldgico
(ciclo vigilia-sono) é a melatonina, que sofre influéncia da luminosidade
ambiental. O fator de liberacdo da corticotropina (CRH) é importante para a
manutencdo da fase de vigilia, sendo responsavel pela liberacdo de GCs. Nas
primeiras horas da manhd ha aumento da secrecdo de cortisol, pois ha
necessidade do aumento do metabolismo para a iniciacdo das atividades do
dia e entdo aumentar a glicemia e disponibilizar a glicose as células
(FERNANDES, 2006; MARTINEZ et al., 2008).

Devido a essas variagbes fisiolégicas das concentracbes de GCs
sanguineos e, consequentemente, dos niveis de metabdlitos presentes nas
excretas, é importante que se conheca as variacOes circadianas desses

horménios para que sejam evitados equivocos na interpretacdo dos resultados.
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Os objetivos desse estudo foram determinar o perfil de excrecao urofecal
de metabolitos de glicocorticoides nos excrementos de Amazona aestiva ao
longo do dia e relacionar esses achados com as atividades comportamentais

diaria desses animais e seus niveis plasmaticos.
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1 Papagaio-verdadeiro — Amazona aestiva

Os papagaios-verdadeiros sao psitacideos de porte médio, ndo possuem
dimorfismo sexual, pesam em média 400 gramas e medem 37 cm de
comprimento. Sua coloracdo é predominantemente verde, cabeca amarela,
fronte e loros azuis e pés e bico pretos (FORSHAW, 1989).

Taxonomicamente essa espécie pode ser dividida em duas subespécies:
Amazona aestiva aestiva que se caracteriza pelas penas do encontro das asas
vermelhas e ocorre no Brasil oriental, e Amazona aestiva xanthopteryx que
possui as penas do encontro das asas amarelas, que ocorre no Brasil
ocidental, Bolivia, Paraguai e Argentina. Na regido central do Brasil, ha
sobreposicao entre essas duas subespécies, e 0s animais apresentam
colorag&o mista no encontro das asas (DARRIEU, 1983).

Os psitacideos tém por caracteristicas uma rinoteca curva de base larga,
pregueada internamente, e lingua grossa, lisa e arredondada, sendo Uteis na
trituracdo de duras sementes e frutas. Essa caracteristica anatdmica os torna
potentes em destruir plantagcdes e por isso, sdo cacados pelos agricultores.
Além disso, essa anatomia 0s permite pronunciar sons similares aos da
linguagem humana, o que desperta interesse no mundo inteiro, sendo o grupo
gue mais sofre com o trafico de animais selvagens (COLLAR e JUNIPER,
1992; SICK, 2001; GODOQY, 2007)

Através de estudos genéticos, observou-se elevada diferenciacao entre
as populagbes da espécie A. aestiva, sendo por isso classificada pela IUCN
(2011) como de “menor preocupagao” para o risco de extingdo. Contudo, Leite
(2007) relata que essas informacdes devem ser interpretadas com cuidado,
pois os fatores de alta longevidade da espécie (acima de 50 anos) e, portanto,
o longo periodo necessario para se observar as perdas genéticas (varias
geracOes), podem camuflar a ameaca de extingéo.

A maioria dos Psittaciformes sdo monogamicos. Na estacao reprodutiva,

primavera-verao, formam casais isolados, estabelecendo ninhos em cavidades



de arvores (FERNANDEZ-JURICIC et al., 1998). Produzem ovos de casca
branca, pois ndo tem a necessidade de camuflar seus ovos, facilitando assim, o
manejo destes pelo casal, dentro do ninho escuro (ALLGAYER e CZIULIK,
2007).

Os papagaios do género Amazona atingem a maturidade sexual em
meédia aos 5 anos de idade (ABRAMSON et al., 1995). Quando pareados, os
animais ficam préximos um do outro no poleiro, tocam seus bicos e oferecem
alimento um ao outro. O macho tem sua agressividade aumentada na época
reprodutiva e barulhos estranhos, pessoas ou mesmo animais dominantes da
mesma espécie em contato visual, inibem o par a copular ou fazer a postura.
No cativeiro, em viveiros coletivos € comum o pareamento de aves do mesmo
sexo — homossexualismo (ALLGAYER e CZIULIK, 2007).

Fora da época reprodutiva, os individuos agrupam-se em bandos.
Quando amanhece vocalizam antes de voarem dos locais em que descansam
para areas de alimentacdo e, ao entardecer, realizam o caminho reverso e
vocalizam como um cumprimento ou uma chamada a cada membro para que
retorne ao grupo. Ainda podem vocalizar ao se distanciar fisicamente do
companheiro, de forma a manter o contato auditivo (FERNANDEZ-JURICIC et
al., 1998; BERGMAN e REINISCH, 2006).

Os papagaios gastam grande parte do tempo da fase de vigilia limpando
suas penas ou de seus companheiros do bando (grooming social). O grooming
sé ocorre se a ave ndo se sentir ameacada. A manuntencdo das penas €
essencial para o voo, termorregulacdo, impermeabilizacdo, camuflagem e
comunicacdo entre os individuos, principalmente na época reprodutiva
(BERGMAN e REINISCH, 2006).
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2 Ritmos circadianos

2.1 Melatonina

O nucleo supraquiasmatico (NSQ) do hipotalamo é o centro responsavel
por adequar o organismo dos mamiferos ao ciclo circadiano (do latim: circa =
em torno de; dies = do dia; HASTINGS e HERZOG, 2004). Essa area do
hipotalamo, localizada junto ao nervo optico, recebe estimulos da retina que
informam o organismo sobre a existéncia de luz. Na auséncia da luz, a
glandula pineal é estimulada pelo NSQ a secretar melatonina (um dos
principais neuro-horménios responsaveis pela cronobiologia do ciclo vigilia-
sono), transformando uma informacao fética em estimulo quimico a todas as
células (FERNANDES, 2006; MARTINEZ et al., 2008).

Em aves, estudos tém verificado que o hipotalamo médio-basal (que inclui
o infundibulum, nucleo hipotalamico inferior e a eminéncia mediana) tem maior
expressdo de genes responsaveis pela regulacdo do relégio bioldgico,
comparado ao nucleo supraquiasmatico (YASUO et al., 2003).

A melatonina é secretada em um padréao programado, que sofre influéncia
da luminosidade ambiental e seu pico ocorre nas primeiras horas da noite. Este
pico é um dos primeiros estimulos para o sono (FERNANDES, 2006).

O ciclo bioldgico poderé ser alterado dependendo da exposicao a luz que
o individuo é submetido. Sendo assim, no caso de um individuo de habitos
diurnos, submetido a luz intensa no final da tarde, havera um atraso de seu
reldgio bioldgico e, se a luz for intensa no inicio da manhd, adiantara seu
reldgio (HOROITZ et al., 2001). Porém o ciclo vigilia-sono é definido por um
sistema neuroquimico e funcional complexo, no qual desajustes abruptos
requerem um tempo de adaptacao as mudancas impostas por novos habitos ou
por grandes mudancas de fusos horarios (MARTINEZ et al., 2008).

Gwinner et al. (1993) avaliaram os niveis de melatonina em aves ao longo
do ano. Obtiveram o0s niveis mais altos durante a noite, o que demonstra seu
importante papel na regulacéo do ciclo vigilia-sono em aves. Em outro estudo,
foram comparados niveis de melatonina antes, durante e depois do periodo de

migracdo, fase em que ha atividade noturna, em Sylvia atricapilla. Foi
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observado durante a fase migratoria que as aves apresentaram niveis de
melatonina menores do que nas fases anteriores e posteriores a migracao
(FUSANI e GWINNER, 2005).

Além da luminosidade, o calor do dia, reducdo da temperatura ambiental
a noite, as variacdes de incidéncia de luz durante o dia, os sons das cidades e
de animais (galo, passaros, etc.) sdo elementos que condicionam o individuo a
manter um ritmo de atividade alternada com repouso, em um padrao circadiano
(FERNANDES, 2006).

Outros hormbnios e neurotransmissores também tém sua secrecao
vinculada ao ciclo vigilia-sono, facilitando o estado de vigilia ou de sono.
Neuro-transmissores, como o0 CRH e o fator de liberacao da tireotrofina (TRF),
sdo importantes para a fase de vigilia. Nas primeiras horas da manhd, em
humanos, ha aumento da secrecdo dos horménios tireoideanos, de cortisol e
de insulina, seja por aumento da taxa metabdlica para a iniciagdo das
atividades do dia, ou indiretamente pelo aumento da glicemia e da utilizacdo de
glicose pelas células (FERNANDES, 2006; MARTINEZ et al. 2008).

2.2 Glicocorticoides (GCs)

Niveis de GCs plasmaticos variam ao longo de 24 horas. Em animais
diurnos, as concentracfes de GCs plasméticos aumentam pela manha, e em
noturnos, no comeco da noite (ROMERO, 2002).

Também ha aumento das concentracdes de GCs plasmaticos quando ha
estimulos externos como numa persegui¢do ou na presenca de um predador,
ou em estimulos internos, por exemplo, a fome. Esses estimulos ativam o eixo
hipotalamo-hipodfise-adrenal preparando o organismo para a luta, fuga ou
procura por alimento (SEYLE, 1973; DALLMAN et al., 1993).

Ainda, esses estimulos, ativam o sistema neuronal, aumentando a
pressdo sanguinea arterial, o tbnus muscular e a frequéncia respiratoria. O
sistema enddcrino também ¢é ativado a fim de disponibilizar energia elevando a
glicose plasmatica. Essas alteragfes estimulam o catabolismo celular,
responsavel por mobilizar energia, que é induzido pelos horménios como a

epinefrina, norepinefrina e glicocorticoides, em detrimento do anabolismo
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celular (responsavel pela reparacéo, cicatrizacdo e crescimento) que € induzido
pelos esteroides sexuais e hormdnios de crescimento (BOONSTRA, 2004;
LUNDBERG, 2005).

A liberacdo de GCs é feita pela cortex da adrenal apos estimulo do eixo
hipotalamo-hipodfise-adrenal. A secre¢cdo de GCs (cortisol na maioria dos
mamiferos e corticosterona em aves, répteis e anfibios) ocorre em resposta a
liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) proveniente da hipdéfise
anterior, que por sua vez, € estimulada pelo CRH e a vasopressina (AVP)
derivados de neurbnios do nuacleo paraventricular (PVN) do hipotalamo
(BOONSTRA, 2004; ROMERO, 2004).

Quando os estimulos cessam, é reestabelecido o equilibrio dindmico pela
retroalimentacdo que os GCs exercem nos receptores no hipotalamo e na
adenohipofise levando a reducdo da producdo de CRH e ACTH e,
consequentemente, reducao da producéo de GCs (CARSIA e HARVEY, 2000).

A metabolizacdo dos GCs é feita pelos rins, que excretam os metabdlitos
pela urina; e pelo figado, onde os metabdlitos sdo carreados junto a bile,
armazenados na vesicula biliar e finalmente excretados pelas fezes. O tempo
de passagem do alimento pelo intestino vai influenciar diretamento no periodo
entre a secrec¢do plasmatica e a excrecao fecal (MOSTL e PALME, 2002).

Assim como em mamiferos, a sintese de glicocorticoides em aves é
dependente do estoque de colesterol. O principal glicocorticoide produzido pela
glandula adrenal das aves é a corticosterona, formada a partir da hidroxilacdo
do carbono 11 da 11 B-desoxicorticosterona pela enzima 11B-hidroxilase
(CYP11B2). Sua representacdo molecular € C21H3004 (CARSIA e HARVEY,
2000).

A resposta aos estimulos e o0s niveis hormonais variam conforme os
fatores ambientais e a atividade reprodutiva. Devido a isso, € necessario provar
gue a concentracdo dos horménios dosados refletem o estado fisiolégico em
gue o individuo se encontra, para se obter uma correta interpretacdo dos
resultados (MOSTL et al., 2005).

Uma das técnicas para se conhecer essas respostas € o desafio
experimental com administracdo de hormdnios exdgenos que induzam a
excrecdo ou provocam a inibicdo do horménio o que se pretende dosar
(TOUMA e PALME, 2005).
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Fujihara (2012) validou a dosagem de metabolitos de GCs em excretas de
papagaios-verdadeiros empregando o desafio com ACTH. Também validou a
metodologia da dosagem por meio da técnica de Enzimoimunoensaio Direto,
empregando o anticorpo imunomarcado Cortisona. Nesse estudo, 0os animais
que receberam ACTH intramuscular, apresentaram elevacbes das
concentracfes de metabdlitos de GCs nas excretas colhidas a partir das
primeiras trés horas apdés o desafio. O aumento se manteve até nove horas
pés-desafio e o pico de excrecdo foi observado entre trés e seis horas. Como
tratamentos de controle, os animais receberam injecdo do mesmo volume de
solucéo salina ou foram mantidos sem manipulacdo, apesar de permanecerem
no mesmo ambiente dos demais que foram submetidos aos procedimentos ja
citados. Nesses animais, foi observado um padrdo de variagdo que sugere a
existencia de um ritmo circadiano de excrecdo de metabdlitos de

corticosterona.

2.3 Niveis basais de GCs em mamiferos e aves

A periodicidade diaria da atividade adrenocortical ocorre em diferentes
espécies. Em mamiferos, o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal tem um pico de
atividade no comeco da fase ativa e assim se mantem por varias horas, uma
vez que os niveis de GCs sdo os responsaveis por regular a utilizacdo de
energia (DALLMAN et al., 1993).

Em camundongos e ratos, que sdo animais de habitos noturnos, os niveis
de corticosterona plasmaticos aumentam no inicio da fase escura, e diminuem
ao longo da noite, chegando a niveis mais baixos antes do amanhecer
(MCCARTHY et al., 1960; MALISCH et al., 2008).

Em animais de habitos diurnos, o padrédo circadiano para glicocorticoide
plasmatico é invertido. Migeon et al. (1955) observaram um pico de 17-
hydroxicorticosteroides plasmatico, precursor do cortisol, em macacos rhesus
(Macaca mulatta) as seis horas da manha, com queda ao longo do dia e
atingindo os menores valores as nove horas da noite, horario em que os

animais se abrigavam para o descanso noturno.
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Nas aves, € observado um padrdo de semelhante secrecdo de GCs. Em
pardais (Zonotrichia leucophrys gambelii) foi demonstrado por Breuner et al.
(1999) um padrédo diario de secrecdo de corticosterona plasmética, que
apresentou niveis basais ao longo do periodo ativo, e um pico de
corticosterona no final da fase inativa, antes de amanhecer. Em Z. albicollis
também foi observado esse padrado de secrecdo de corticosterona plasmatica
apos o término da fase de migracdo (DUSSEAU e MEIER, 1971).

Westerhot et al. (1994) observaram aumento na concentracdo de
corticosterona plasmatica de pombas (Columba livia domestica) uma hora
antes do inicio do fornecimento de luz, mesmo quando invertido o fotoperiodo
através de fornecimento de luz artificial.

Em um estudo realizado em chapim-azul (Parus major) foi observado pico
de metabdlitos de GCs nas excretas ao longo do dia, por volta das nove horas
da manha, quando o fotoperiodo j4 havia se iniciado. Os niveis hormonais
diminuiram rapidamente e se mantiveram baixos o resto do dia. Pelo tempo de
excrecdo dos metabdlitos, o pico de GCs plasmaticos ocorreu durante ou no
final da fase noturna do ciclo noite-dia (CARERE et al., 2003).

Os niveis basais de GCs podem ser influenciados por varios fatores que
alteram a periodicidade da atividade adrenocortical diaria. Entre esses fatores
destacam-se a presenca de agentes estressores, condicdes ambientais,
existindo ainda variagcdes relacionadas ao sexo (TOUMA e PALME, 2005).

Quando o individuo estd em contato com o estressor a algum tempo, ha
uma adaptacao enddcrina aquela situacéo, apesar do comportamento frente ao
estressor permanecer. Foi observado em ratos, quando expostos ao odor do
gato, aumento significativo dos niveis de corticosterona plasmatica associado
ao comportamento em evitar a fonte do odor na primeira exposicdo, porém
apos cinco exposigdes, ndo apresentaram mais as alteragfes enddcrinas, mas
seu comportamento em evitar a fonte do odor se manteve (FILE et al., 1993).

Muller et al. (2007) encontraram diferencas nos niveis plasmaticos de
corticosterona entre duas populacbes de Chapim-azul (Parus caeruleus), uma
gue habita o continente (Sul da Franca) e a outra a llha de Corsega. Esses
autores demonstraram com o estudo que ha possibilidade da adaptacédo dessa
ave as condicdes impostas pelo ambiente, pois na lIlha, havia menos
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predadores e competicdes interespecificas, ocasionando menores niveis
plasmaticos de corticosterona nessa populacao.

Foi observado em pardais (Zonotrichia leucophrys gambelii) uma melhor
resposta ao estressor no comeco da fase ativa diaria do animal, em que houve
o pico de GCs. Dessa forma, variacGes diarias na sensibilidade da resposta do
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal podem regular as respostas fisioldgicas e
comportamentais para estressores durante o ciclo de 24 horas e
consequentemente, afetar a sobrevivéncia de um animal de vida livre em seu
habitat natural (BREUNER et al., 1999).

Ainda em pardais (Z. leucophrys gambelii) foi observado maiores
concentracfes de GCs plasmaticos em machos comparados com as fémeas,
durante a época reprodutiva, contudo, no inverno essas diferencas néao
apareceram (ASTHEIMER et al., 1994).

Houve diferenca no padréo de excrecdo de metabdlitos de corticosterona
entre machos e fémeas de corujas (Strix occidentalis caurina). Essa diferencga
parece estar associada ao grau de perturbacdo de seu habitat. Machos de vida
livre apresentaram niveis maiores metabolitos de corticosterona quando houve
exploragéo florestal. Provavelmente essa resposta aconteceu devido a sua
funcao de protecao do territério. Foi observado também o aumento da excrecéo
de corticosterorna no comeco da estacdo reprodutiva, época que ocorre a
nidificacdo e o acasalamento, com declinio das concentragbes de metabolitos
de GCs logo depois. Ja as fémeas apresentaram niveis relativamente baixos
nessa época e um aumento das concentracbes de metabdlitos de
corticosterona na fase de cria, provavelmente por serem responsaveis pelos
cuidados parentais (WASSER et al., 1997; WASSER e HUNT, 2005).
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3 Influéncia dos estégios de vida e na reproducéo

A resposta a estimulos ambientais e sociais determina o inicio e a
duracdo do estagio do ciclo da vida do animal. Apenas um evento futuro
previsivel (por exemplo, o aumento do fotoperiodo na primavera) podera ser
necessario para desencadear a atividade reprodutiva nas aves. Porém, se
acontecerem eventos imprevistos (estressores), como escassez de ninho pelo
desmatamento ou presenca de predador, o animal precisara responder a esses
estimulos para coordenar 0s ajustes necessarios para a reproducdo com as
mudancgas ambientais (WINGFIELD e SILVERIN, 2009).

O estresse pela presenca de um predador ou a competicdo por alimento
sdo fatores que podem influenciar no sucesso reprodutivo. Em pardais
(Melospiza melodia) foi avaliada a relagéo da disponibilidade de alimento e a
presenca de predador. Os animais que tiveram alimento disponivel e pouco
contato do predador obtiveram quase o dobro do sucesso reprodutivo dos
animais dos grupos controles — auséncia de alimento e pouco contato com o
predador (SEYLE, 1973; ZANETTE et al., 2003).

Esses fatores que ndo séo esperados (escassez do alimento, presenca
do predador) podem ser tdo estressantes para determinadas espécies que
poderdo sofrer efeitos deletérios prejudicando a diversidade e estabilidade
populacional (WINGFIELD, 2008).

Vérias espécies apresentam variacdo dos niveis de GCs plasmaticos em
resposta as estacbes do ano e aos estagios de ciclo de vida. Na época
reprodutiva os niveis plasmaticos aumentam. Esse fenbmeno provavelmente
evoluiu para atender aumentos previsiveis do metabolismo, que por
consequéncia requer maior demanda energética (ROMERO, 2002).

Em estorninhos néo foi observado diferenca entre os niveis basais de
corticosterona em dias de maior fotoperiodo, comparados aos dias curtos,
porém, durante a muda de penas, 0s niveis de corticosterona foram mais
baixos (ROMERO e REMAGE-HEALEY, 2000).

Em pardais (Zonotrichia albicollis), Dusseau e Meier (1971) dosaram ao
longo de 24 horas, niveis plasmaticos de corticosterona durante os quatro

estagios de vida das aves: inverno, muda pré-nupcial, primavera (fase de
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migracdo) e muda pos-nupcial. No inverno foram observados niveis de
corticosterona bem mais altos do que em outros periodos analisados. Também
foi verificado um pico de GCs no inicio da fase de escuro, que sugere que a
gueda da temperatura exige maior demanda metabdlica para produzir calor
durante a noite.

O organismo das aves migratdrias sofrem mudancas para prepara-la para
o periodo de migracdo. Uma delas é o acumulo de gordura, como reserva de
energia. A utilizacdo dessa energia durante a migracao favorece a manutencao
de niveis altos de GCs durante essa fase e, diminuem logo apés o seu término
(WINGFIELD e SILVERIN, 2009).

Porém, h& espécies ou situacdes que apesar do requerimento energético
ser alto, ndo necessariamente altera as concentragcées hormonais. Um exemplo
€ estudo de Jenni-Eiermann et al. (2009) em aves migratérias seixoeira
(Calidris canutus) nas quais ndo foi encontrado aumento de corticosterona

plasmatico apds serem submetidas a um voo longo.
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MATERIAL E METODOS

1 Animais

Foram utilizados 22 papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), sendo 10
fémeas e 12 machos, com peso de 417,6 £ 48,5 g (média + desvio padrao),
pertencentes ao Centro de Manejo e Pesquisa de Animais Silvestres
(CEMPAS) da FMVZ-UNESP Botucatu (Anexo A). Esses animais foram doados
ao CEMPAS por instituigbes como Fundacdo Parque Zoolégico de S&o Paulo e
Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros” devido a superlotagdo desta
espécie, pelo grande nimero de apreensdes no comércio ilegal dessas aves.

As aves estavam separadas previamente por sexo, em dois grupos, cuja
sexagem foi realizada pela técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”),
utilizando protocolo de extragdo do DNA descrita por Sambrook e Russell
(2001), no Laboratério de Biologia Molecular Animal do Departamento de
Genética do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus Botucatu.

Os animais passaram por um periodo de adaptacado; foram capturados,
pesados, examinados clinicamente e abrigados em gaiolas individuais 30 dias
antes do inicio do experimento (5 de julho a 4 de agosto de 2010). Durante
esse periodo, as frutas e sementes foram retiradas da alimentacéo dos animais
e, introduzida uma racdo comercial extrusada (BIOTRON® - Anexo B) para
psitacideos de grande e médio porte e agua ad libitum.

Os machos foram colocados nas gaiolas superiores e as fémeas nas
inferiores, estas a 30 cm do ch&do. As gaiolas eram de metal, mediam 100 x 50
x 50 cm (largura x altura x profundidade), com poleiros, comedouros e
bebedouros instalados igualmente, alocadas em um solario telado por toda sua
volta, metade coberta por telhas de forma a proteger as gaiolas da chuva e os
animais terem acesso ao Sol da manha (Anexo C).

Durante o periodo de adaptacédo, as aves foram submetidas a um manejo
pela mesma equipe que realizou o experimento posteriormente e tornaram-se

familiarizadas com a retirada das bandejas das gaiolas, simulando a coleta das
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amostras das excretas, e com a limpeza das mesmas, reposicéo do alimento e
agua e restricao do voo.

O experimento ocorreu nos dias 4 e 5 de agosto de 2010, na Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, municipio de Botucatu (latitude 22”53’ Sul; longitude 48726’
Oeste; altitude 804m), S&o Paulo, cuja Comisséo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) aprovou os procedimentos experimentais (Protocolo n°145/2010).
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2 Experimento. Dosagem urofecal de metabolitos de
glicocorticoides para estabelecer seu perfil diario em Papagaio-

verdadeiro (Amazona aestiva).

2.1 Delineamento experimental

Com os 22 animais em gaiolas individuais e adaptados ao manejo e a
equipe, as amostras urofecais de cada animal foram colhidas em microtubos
plasticos (identificados para cada amostra individual) a cada trés horas, por 24
horas, sendo a primeira as 8 horas da manha do dia 4 e a ultima as 8 horas da
amanha do dia 5 de agosto, totalizando nove colheitas. Imediatamente apos a
colheita, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até o
procedimento de liofilizagao.

Durante todas as colheitas, foi observado o comportamento e a atividade

dos animais.

2.2 Processamento das amostras

2.2.1 Liofilizacao

As amostras foram liofilizadas no Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP Campus Botucatu. Vinte e
guatro horas antes do procedimento, os tubos foram abertos e recobertos com
papel aluminio perfurado para evitar a aspiracdo de seu conteddo durante o
processo, e armazenadas a temperatura de -70°C. Dispostos em racks de
papeldo, foram levados a liofilizadora (Edward do Brasil) & -45°C e pressao de
60 mbar por 12 horas. ApOs esse processo, as amostras foram tampadas e
armazenadas em freezer a -20°C até o procedimento de extracdo dos

metabdlitos hormonais.
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2.2.2 Extracdo hormonal

A extracdo dos metabolitos hormonais das amostras urofecais foi
realizada no Laboratério de Proteinas de Fase Aguda e Monitoramento Nao-
Invasivo da Reprodugéo e do Bem-Estar Animal — Campus Botucatu, conforme
a metodologia descrita por Méstl et al. (2005) modificada.

As amostras liofilizadas foram homogeneizadas manualmente e pesadas
em alicotas de 0,05 = 0,002 g em tubos de poliestireno. Foi adicionado um mL
de metanol 80% a cada amostra e estas foram submetidas a agitacdo em
vortex multitubos por 30 minutos em velocidade alta.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 500 x g 20 minutos. De cada
amostra foi pipetado 500 pL do sobrenadante em microtubos individuais com
tampa e identificacdo. Esses microtubos foram levados a estufa a 50°C por 14
horas para que o0 metanol evaporasse. A seguir as amostras foram
acondicionadas em caixas de papeldo fechadas e armazenadas por 15 a 30
dias a temperatura ambiente e depois em freezer comercial (-20°C) até o

momento da dosagem hormonal.

2.2.3 Dosagem hormonal

Os metabdlitos de glicocorticéides urofecais foram quantificados por
Enzimaimunoensaio empregando-se o ensaio Cortisone grupo especifico
desenvolvida pelo Departamento de Ciéncias Biomédicas/Bioquimica da
Universidade de Medicina Veterinaria de Viena, Austria, seguindo a técnica
descrita Fujihara (2012)

Um dia antes do ensaio, as amostras (extratos secos) foram
ressuspendidas em 0,4 mL de metanol 100%. Apdés essa diluicdo, as aliquotas
foram mantidas a -20°C durante 24 horas e posteriormente agitadas por um
minuto em multivortex e centrifugado a 8000 x g durante dois minutos.

Para a dosagem, foram preparadas placas de poliestireno contendo 96
pocos (F96 MaxiSorp, n°442404) com 50 pL de proteina de ligacédo (Proteina A,
SIGMA P-7837) e incubadas em temperatura ambiente por 12 horas. Apés

esse periodo, descartou-se a solugdo e acrescentou-se 0,5 mL de uma
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segunda solucéo de ligacédo (Trishydroxaminomethane+NaCl+BSA+NaN3). As
placas foram tampadas e mantidas em temperatura ambiente por pelo menos
trés horas.

Passadas as trés horas, a segunda solugéo de ligagéo foi descartada e as
placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem Tween 20 (Merck
822184).

Em cada placa, foi pipetado, em duplicada, 30 pL da curva padrdo com
leituras de 2,05 a 500 pg/célula (S1 =2,05; S2 =5,12; S3=12,8; S4 =32; S5 =
80; S6 = 200; S7 = 500 pg/célula), 30 pL das amostras que foram diluidas em

diluentes de ensaio na proporcédo 1:10 e 30 pL dos controles (Figura 1).

Figura 1 - Ordem de pipetagem das solu¢des em placa de poliestireno contendo 96
pocos, para realizacdo de EIA. NSB - Ligacdo nado-especifica, apenas a solucdo de
ensaio; BO — Padrao valor zero. S1 a S7 — Curva padréo, padrdes para cada ensaio;
Px — Controle de baixa concentracdo; Py — Controle de alta concentragdo; 1 a 35 —
Amostras. (Fonte: Mostl e Palme, 2008)

Posteriormente, todos o0s pocos, exceto os NSB, recebeu 0,1 mL do
antigeno marcado. Em seguida, cada poco recebeu 0,1 mL do anticorpo. As
placas foram submetidas a agitacdo suave por 12 horas a 4°C. Apés esse
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periodo, as placas foram lavadas com a solucdo de lavagem gelada quatro
vezes. Adicionou-se solucdo com Estreptavidina POD-Conjugado (Boehringer
1089153) e incubadas em agitador de placa por 45 minutos a 4°C. Novamente
as placas foram lavadas quatro vezes com a solucéo de lavagem gelada.

Adicionou-se as placas, solugéo de substrato para peroxidase (3,3’,5,5-
Tetramethylbenzedine a 0,4% + H202 a 0,6%), foram incubadas a 4°C por 45
minutos em agitacao e, por fim, adicionou-se 0,5 mL de solug&o de interrupgao
da reacdo enzimatica (H2SO4 a 95-97%).

Utilizou-se espectrofotdmetro MultiPROBE® (Packard) para realizar a
leitura de absorbancia, empregando-se de 360 a 540 nm de comprimento de
onda para a leitura das amostras.

Foram realizados 7 ensaios e foram obtidos os seguintes coeficientes de
variagdo para as amostras: Intraensaio média de 5,3% e interensaio média de
7,7%. A sensibilidade do ensaio utilizando foi de 0,02 pg/célula.

Os resultados foram transformados de picograma para nanograma pela

formula: ng= pg X volume do extrato X fator de diluicdo

g peso das excretas X volume da amostra X 1000
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3 Anédlise estatistica

Os dados foram analisados usando-se o software SAS versdo 20009.
Como os dados nédo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de
variancia, eles sofreram transformacdo logaritmica, ap0s a reposicdo dos
valores perdidos por interpolacdo linear. Os dados transformados foram
analisados empregando-se Modelo de Linear Geral para medidas repetidas
(Repeated Measures General Linear Model - rmGLM — PROC MIXED, SAS
Institute) para estudar o efeito de sexo e o intervalo da colheita.

Para a representacao dos dados nos graficos e tabela, devido a valores
discrepantes, foram utilizados os valores absolutos e empregados as medianas
e 0s quartis e os niveis de significancia para todos os testes foi fixados em
p<0,05.



RESULTADOS



27

RESULTADOS

A despeito da grande variacdo individual (31 a 1905 ng/g de excretas), a
andlise das concentragcdes de GCs nas excretas de papagaio-verdadeiro
colhidas a cada trés horas durante 24 horas néo evidenciou efeito de sexo
(p>0,05) portanto, os dados de todos os animais foram agrupados e analisados
conjuntamente, para estudar o efeito do intervalo de colheita das fezes ao
longo do dia (Figura 03).

Houve um efeito significativo entre os intervalos (p<0,001), tendo sido
observadas as concentracbes mais elevadas de metabdlitos de GCs nas
amostras fecais colhidas entre cinco e oito horas e entre 8 e 11 horas da
manha. As concentracdes mais baixas foram observadas entre 17 e 20 horas,
20 e 23 horas e 23 e 2 horas da manha (Tabela 01).

TABELA 01 - Medianas (p25-p75) das dosagens dos metabdlitos de glicocorticoides
(ng/g) nas excretas de 12 machos, 10 fémeas e dos 22 individuos totais de papagaios
verdadeiros (Amazona aestiva), colhidas a cada trés horas por 24 horas.

Intervalo Machos Fémeas Ambos os Sexos
5 as 8h 247,0 (172,6-334,3)  215,3 (117,2-355,0) 223,9 (156,2-349,9)
8 as 11h 258,1 (154,6-360,1) 126,1 (95,3-247,3) 188,7 (104,4-222,8)%
11 as 14h 183,7 (112,6-266,3) 114,3 (72,0-193,2) 140,3 (106,5-236,1)"
14 as 17h 152,5 (133,5-194,7) 108,5 (73,9-168,1) 144,2 (106,6-183,8)*
17 as 20h 148,6 (107,3-176,1) 72,5 (60,3-113,7) 118,7 (71,1-169,1)°
20 as 23h 142,8 (122,8-169,0) 127,6 (87,8-164,7) 135,5 (100,1-171,1)°
23 as 2h 155,2 (115,0-180,4) 132,1 (97,7-161,7) 138,8 (103,1-167,6)°
2 as 5h 151,8 (115,0-174,0) 163,4 (92,1-219,1) 151,8 (110,1-209,5)™
5 as 8h 171,1 (133,3-269,8) 170,7 (145,7-389,0) 170,7 (135,4-282,6)°

Letras diferentes representam diferenca entre os intervalos (p<0,05).

Os resultados para o padrdo de excrecdo dos metabdlitos de

glicocorticéides ao longo do dia em papagaios-verdadeiros machos, fémeas e

em animais

respectivamente, nas Figuras 2, 3 e 4.

de ambos os

Sexos

estao

também

representados,
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Figura 2 — Boxplot da variacdo diaria de metabdlitos de glicocorticoides (ng/g de
excretas) de machos de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva). As respectivas
medianas aparecem como linhas nas caixas. Circulos brancos correspondem a
valores atipicos.
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Figura 3 — Boxplot da variacdo diaria de metabdlitos de glicocorticoides (ng/g de
excretas) de fémeas de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva). As respectivas
medianas aparecem como linhas nas caixas. Circulos brancos correspondem a
valores atipicos.
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Figura 4 — Boxplot da variacdo diaria de metabdlitos de glicocorticoides (ng/g de
excretas) de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva). As respectivas medianas
aparecem como linhas nas caixas. Circulos brancos correspondem a valores atipicos.
Estrelas acima das barras de variacéao, significa diferencas significativas em relacdo ao
intervalo de 5 a 8 horas da manha (p<0,05).

Durante todas as colheitas, foi observado a atividade fisica e o
comportamento dos animais. Na primeira colheita, as 8 horas da manha, os
animais apresentaram grande atividade fisica, explorando todo o espaco que
tinham acesso, vocalizacdo aprensentando também penas ericadas e euforia
durante a alimentacéo e a limpeza das gaiolas.

As 11 horas e as 14 horas foi observado mudanca no padrdo de
comportamento com 0s animais apresentando pouca atividade fisica. Nessas
ocasifes o tempo era gasto para realizacdo do auto-grooming, sendo também
observadas a sonoléncia e a quietude.

Ja as 17 horas, foi novamente observada a vocalizacdo intensa e o
aumento da atividade fisica, caracterizada pela exploracdo continua de todo o
espaco da gaiola. A maioria dos animais se alimentaram novamente nesse

horario.
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As 20 horas a maioria dos animais estavam calmos, recolhidos ao seu
local habitual de descanso na gaiola, sem vocalizacdo e sonolentos, com auto-
grooming em alguns casos e um dos membros inferiores recolhidos (Anexo D).

Nos horérios das 23 horas, 2 e 5 horas da manh& os animais estavam em
seu local de descanso, encolhidos, dormindo e em alguns casos com a cabeca
rotacionada 180°, locada no dorso da ave, ou um dos membros inferiores
recolhidos, equilibrando-se no outro. Nesse momento, mesmo que acordassem
com a presenca da equipe, continuavam quietos e inativos, encolhidos e
sonolentos.

Na ultima colheita, as 8 horas da manha seguinte, os animais novamente
apresentaram grande atividade fisica, vocalizacdo, euforia e penas ericadas até
gue fosse reposta a alimentacdo nas gaiolas. A atividade fisica e a euforia foi-

se reduzindo gradualmente assim que eles se alimentavam.
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DISCUSSAO

Neste estudo foi demonstrado com sucesso a variagao diaria na excre¢cao
urofecal de metabdlitos de GCs em papagaios-verdadeiros. Também
demonstrou que a atividade adrenocortical desta espécie é bem refletida nos
metabolitos de GCs das excretas, mensurados por meio da técnica de
Enzimaimunoensaio empregando-se o anticorpo Cortisona, validado nesta
espécie por Fujihara (2012). Este ensaio foi designado para reconhecer
metabolitos de GCs com estrutura molecular 3,11-dioxo.

Apesar da grande variagao individual relacionada a concentragbes de
metabolitos de GCs observada nas excretas de papagaios-verdadeiros, 0s
resultados obtidos demonstraram a existéncia de um ritmo diério caracteristico
de excrecdo de GCs, sugerindo a existéncia de um ritmo circadiano de
secrecdo plasmatica de corticosterona nessa espécie. Os resultados reforcam
0s obtidos por Fujihara (2012) e consolidam a existéncia de um padrdo de
variacdo de excrecdo diaria de GCs em papagaios-verdadeiros. Nenhuma
variagao ultradiana foi detectada.

No presente estudo, ndo houve diferenca entre sexos no padrao diario de
excrecao de metabdlitos de GCs. Esse fato pode estar relacionado a época do
ano em que o experimento foi realizado — no inverno, quando 0s animais
estavam fora da estacao reprodutiva — como observado em corujas (WASSER
et al., 1997; WASSER e HUNT, 2005) e pardais (ASTHEIMER et al., 1994)
diferenca do padrédo diario de excrecdo de GCs entre machos e fémeas.
Nesses estudos, o padréo foi relacionado a fase reprodutiva, pois fora dessa
época, ndo houve diferenca do padréo entre 0os sexos.

A semelhanca das observacdes feitas, Fujihara (2012) também né&o
observou diferencas relacionadas ao sexo na excrecdo de metabolitos de CGs
em A. aestiva em estudo realizado durante a primavera, estacdo do ano que
favorece a reproducdo das aves. Analisados em conjunto esses achados
sugerem que o padrdo semelhante de excrecdo entre machos e fémeas pode
ser uma caracteristica da espécie A. aestiva. Outra possibilidade, que pode ter
influenciado os resultados obtidas por Fujihara (2012) € que a auséncia das

mudancas enddcrinas mesmo na primavera pode estar relacionada ao nao
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desencadeamento da atividade reprodutiva, devido os animais terem sido
alojados em gaiolas individuais, sem possibilidade de pareamento.

Os valores maximos de metabodlitos de GCs foram detectados nas
amostras colhidas entre 5 e 8 horas da manha e entre 8 e 11 horas da manha,
ou seja, nas primeiras horas do dia. Apos o pico, houve um rapido declinio e as
concentracdes atingiram seus menores valores entre 17 e 2 horas. Este padrao
de excrecéo urofecal de metabdlitos de GCs foi também observado em Parus
major (CARERE et al, 2003), cisne (HIRSCHENHAUSER et al., 2005), ganso
(SCHUTZ et al.,, 1997; CARERE et al., 2003) mas néo foi encontrado em
Galliformes (frangos, RETTENBACHER et al., 2004; Tetrao urogallus, THIEL et
al., 2005; Tetrao tetrix, BALTIC et al., 2005).

O padrao de excrecao urofecal dos metabdlitos de GCs € consequente
das variagcfes plasmaticas dos GCs, que seguem um ritmo que se modifica de
acordo com a variacdo do fotoperiodo. Essas varia¢cées ao longo do dia estao
bem documentadas em codornas japonesas, pombos, patos, galinhas, perus
(CARSIA e HARVEY, 2000), pardais (Zonotrichia albicollis, DUSSEAU e
MEIER, 1971; Z. leucophrys gambelii, BREUNER et al., 1999), estorninho-
comum (Sturnus vulgaris, ROMERO e REMAGE-HEALEY, 2000) e pombos
(Columba livia domestica, WESTERHOT et al., 1994).

Fujihara (2012) injetou ACTH em papagaios-verdadeiros e observou
aumento das concentracfes de metabdlitos de GCs nas excretas nas primeiras
trés horas apoés a injecao e um pico entre trés e seis horas pos-desafio.

O tempo necessario para as alteracdes plasmaticas modificarem as
concentracfes urofecais dos metabolitos de GCs depende da velocidade do
transito intestinal (CARERE et al., 2003). Em papagaios-verdadeiros o tempo
de transito intestinal € de cerca de 2,1 — 5,5 horas (MCMILAN, 1994) e os
individuos podem defecar uma a duas vezes a cada trés horas.

Lothrop et al. (1985) e Zenoble et al. (1985) injetaram ACTH em
psitacideos e dosaram cortisol e corticosterona plasméatico. Lothrop et al.
(1985) observaram que uma hora apos a administracdo de ACTH as
concentracfes de corticosterona passaram de 3,25 para 26,47 ng/ml,

mantendo-se elevadas (25,69 ng/mL) por até duas horas. Zenoble et al. (1985)

! Comunicacao pessoal de Prof. Dr. Jodo Carlos Pinheiro Ferreira em setembro de 2012.
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também documentaram elevacdo da corticosterona plasmatica apoés
administracdo de ACTH; as concentracdes se elevaram de 20,09 ng/mL para
105,8 ng/mL, 90 minutos apds o desafio. Nos dois estudos o cortisol manteve-
se praticamente inalterado ou indetectavel. Walsh et al. (1985) em estudo
semelhante realizado com Cacatuas também observaram aumento da
corticosterona plasmatico de 26 ng/mL para 108 ng/mL, 30 minutos apos a
injecdo de ACTH. Os valores se mantiveram altos por trés horas e
decresceram para 40 ng/mL ao final de quatro horas.

Considerando esses estudos em conjunto com os achados de Fujihara
(2012) é possivel se inferir um atraso de aproximadamente quatro a cinco
horas entre o pico plasmatico de corticosterona e o pico de excrecao de seus
metabolitos em papagaios-verdadeiros.

Levando-se em conta esse atraso, € possivel deduzir que os niveis
plasmaticos de corticosterona em papagaio-verdadeiro se elevam nas ultimas
horas de escuriddo, enquanto os animais ainda estdo dormindo, por volta das 5
horas da manha. Nas condicGes experimentais deste estudo, o nascer do Sol
acontecia as 6 horas e 49 minutos®. Esses achados sinalizam que existe uma
relagdo entre os fenbmenos endocrinos e as condicdes ambientais
(fotoperiodo) que desencadeiam esse aumento hormonal.

O aumento do glicocorticdéides sanguineos representa o preparo do
animal para o inicio das atividades diarias, que demandaram uma grande
disponibilidade de energia (CARSIA e HARVEY, 2000). A fase de vigilia dos
papagaios comega com 0 nascer e termina com o por do Sol. Como o0s animais
se abrigam em lugares diferentes de onde se alimentam, ao amanhecer,
vocalizam intensamente antes e durante as atividades de voo para os locais de
forrageamento, onde passam o dia. A demanda energética necessaria para o
voo matinal, justifica o aumento de corticosterona antes do amanhecer
(ROMERO, 2002; BERGMAN e REINISCH, 2006).

A despeito dos animais estarem alojados individualmente e com
alimentacdo ad libitum e portanto, sem a necessidade de desempenhar esse
comportamento, o pico de corticosterona plasmatica antes do amanhecer se

manteve, sinalizando que essa preparacdo enddcrina diaria foi altamente

2 Disponivel em: <http://www.tempoagora.com.br/previsaodotempo.html/brasil/Botucatu-SP/>
Acesso em: 04 agosto 2010.
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preservada ao longo da evolucdo desta espécie e que mesmo as condi¢des de
cativeiro individual, n&o a altera.

Mesmo impossibilitados de voar os animais demonstraram o reflexo
dessa preparacdo endocrina na forma de grande agitacdo, vocalizagdo e
exploracao ativa da gaiola.

Apo6s a alimentacdo matinal os papagaios gastam grande parte do tempo
arrumando suas proprias penas (auto-grooming) e do companheiro (grooming
social) (BERGMAN e REINISCH, 2006). No momento das colheitas das 11 e
14 horas foram observados comportamentos semelhantes, exceto o grooming
social, que estava invibializado devido ao alojamento individual. Estes
resultados sdo compativeis com os baixos niveis urofecais de metabdlitos de
GCs observado nas amostras colhidas das 14 as 17 horas e das 17 as 20
horas, que sinalizam que no periodo em que acontecem o comportamento de
grooming e tranquilidade, as concentracfes plasmaticas de corticosterona
estdo nos seus niveis basais.

Ao entardecer, os papagaios realizam o caminho reverso (do local de
forrageamento para o local de abrigo) e vocalizam como um cumprimento ou
uma chamada a cada membro para que retorne ao grupo (FERNANDEZ-
JURICIC et al., 1998; BERGMAN e REINISCH, 2006). O desaparecimento do
comportamento de grooming foi observado na colheita das 17 horas em que 0s
animais apresentavam vocalizacdo exacerbada, penas ericadas e atividade
fisica aumentada, contudo a despeito da grande agitacdo, os niveis de
metabolitos de corticosterona observados nas amostras obtidas das 20 as 23
horas, cinco horas ap0s a observacdo desse comportamento, ainda
encontravam-se em niveis baixos. Devido a essa agitacdo no final da tarde, era
esperado um outro pico ou um aumento de metabdlitos de glicocorticoides
porém a auséncia da alteracdo hormonal significa que esse comportamento
independe de hormonio.

O por do Sol nas nossas condi¢cdes experimentais ocorreu as 17 horas e
50 minutos®. Durante as colheitas das amostras das 20, 23, 2 e 5 horas da
manha, os animais apresentaram sonoléncia com postura encorujada, sem
atividade ou exploracdo da gaiola. Nos horarios da madrugada (2 e 5 horas),
apresentaram recolhimento de um dos membros inferiores, se equilibrando no

outro e em alguns casos, rotacdo do pesco¢co com a cabeca no dorso. Os
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animais que acordaram com a presenca da equipe se mantiveram quietos e
inativos, sem alterar sua postura. As excretas colhidas nesses intervalos
apresentaram niveis baixos de metabolitos de glicocorticéides, refletindo a
auséncia de um fator desencadeador da elevacdo plasmética dos
glicocorticéides nos horarios das 14, 17, 20 e 23 horas.

Durante a ultima colheita, as 8 horas da manhd, a semelhanca do
observado na primeira colheita do estudo, foi verificada excitagdo dos animais,
exploracdo ativa da gaiola e vocalizacdo até se alimentarem. Apds a
alimentagdo, essa agitacdo foi diminuindo gradualmente. Os resultados
referente a essas amostras mostraram um aumento dos niveis de metabolitos
urofecais de GCs, sinalizando que o aumento plasméatico de corticosterona
aconteceu entre 2 e 5 horas da manha, colheitas em que todos os animais
estavam dormindo.

O repertério comportamental e variagbes de excrecdo de glicorticédes
observados nas aves experimentais durante o estudo sugerem que 0s animais
estavam bem adaptados as condicdes de cativeiro, pois, guardadas as devidas
propor¢cdes, 0s comportamentos observados foram 0S mesmos que 0s
observados em animais vida livre. Um sinal evidente dessa adaptagao, foi a
presenca do auto-grooming, comportamento realizado pelas aves apenas
guando estdo seguras e calmas (BERGMAN e REINISCH, 2006).

A elevada preservacdo do comportamento e do padrao circadiano de
secrecdo plasmatica de glicocorticéides em papagaios-verdadeiros com longas
historias de vida em cativeiro, como 0s empregados neste estudo, sugere
também que, com o devido cuidado, podem ser desenvolvidas estratégias de
reintroducdo desses animais ao ambiente natural.

Através da avaliacdo da atividade adrenocortical € possivel melhorar o
bem-estar, reproducédo e mantenca dessas aves, tanto em vida livre quanto em
cativeiro, ja que a espécie A. aestiva é tao visada pelo trafico e esta sujeita a
extingdo. Esses achados sinalizam a possibilidade de novas linhas de estudo

na espécie.
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CONCLUSOES

As analises hormonais através de técnica ndo invasiva € uma ferramenta
eficaz para estudos da biologia da conservacdo, bem como para estudos
comportamentais e fisiologicos em espécies de aves, tanto em cativeiro quanto
em vida livre pela facilidade da coleta sem causar prejuizos ao individuo em
estudo.

Existe um ritmo diario caracteristico de excrecao de GCs.

O padrdo diario de excrecdo de metabolitos de GCs descrito, possui

intima relacdo com a atividade diaria observada em papagaios-verdadeiros.
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Anexo B — Descricdo da composi¢cdo basica e niveis de garantia da ragdo
extrusada para psitacideos de grande e médio porte — Papagaio Mix Biotron® -
utilizada para alimentar as aves durante o experimento.

Composicdo basica: Quirera de Arroz, Calcéario Calcitico, Fosfato de
Bicéalcico, Aroma de Frutas, Farelo de Soja, Milho Moido, Oleo Vegetal, Cloreto
de Sddio (Sal Comum), Corante, Premix Vitaminico Mineral Aminoacido.

VITAMINAS MINERAIS
Vitamina A Cobalto
Vitamina D Cobre
Vitamina E Cromo
Vitamina K Ferro
Vitamina B1 lodo

Vitamina B12 Manganés
Vitamina B2 Selénio (organico)
Vitamina B6 Zinco (Organico)
Vitamina C

Niacina AMINOACIDOS

Ac. Folico Lisina
Ac. Pantoténico Metionina
Biotina Triptofano
Colina Triosina
NIVEIS DE GARANTIA

Célcio (max.) 1,60%
Extrato Etéreo (min.) 1,20%
Fésforo (min.) 0,45%
Matéria Fibrosa (max.) 3,00%
Matéria Mineral (max.) 4,80%
Proteina Bruta (min.) 16,00%
Umidade (max.) 13,00%

Fonte: http://www.biotronzootecnica.com.br/produtos-interna.aspx?codigo=30
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Anexo C — Foto da disposicao das gaiolas. Placas (azuis) posicionadas em
cada gaiola a fim de proporcionar sombra aos animais, durante a manha, pois
as gaiolas estavam voltadas para o nascer do Sol.



Anexo D — Foto de um dos individuos em postura de
descanso. Apoio em apenas um dos membros e postura
encorujada.
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Ritmos enddcrinos e comportamentais didrios em mamiferos e aves selvagens

Trabalho Artigo de Revisao Bibliografica a ser enviado para a revista Veterinaria e Zootecnia,
cujas normas estdo descritas abaixo:

Os artigos de revisao bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa, inglesa e espanhola,
quando o autor apresentar contribuicdo cientifica, relevante na area especifica do assunto
abordado, a convite dos editores. Deverdo conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo
com palavras-chave, abstract com keywords e resumen com palabras claves, introducao,
desenvolvimento do assunto, conclusdo e referéncias. Deverdo conter no maximo 20 paginas e
60 referéncias.

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na ordem em que sdo
mencionadas no texto. As referéncias devem ser identificadas no texto, nas tabelas e legendas
com numeros arabicos, entre parénteses, seguindo a mesma sequencia. Os titulos das revistas
devem ser abreviados de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus disponivel
em: http://www.nlm.nih.gov.
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RITMOS ENDOCRINOS E COMPORTAMENTAIS DIARIOS EM
MAMIFEROS E AVES SELVAGENS

RESUMO

O ciclo noite-dia, temperatura, umidade do ar, presenca de predadores e disponibilidade de
alimentos obriga que os seres vivos a possuir ritmos diérios para acompanhar essas mudancas
ambientais. Além desses fatores ambientais, o reldgio biol6gico também é regulado por
horménios como a melatonina e os glicocorticoides, estes, influenciados pelo fotoperiodo. Os
fatores ambientais e enddcrinos ajudam a modelar o comportamento. A secrecdo de melatonina
é estimulada pela auséncia de luz, € o principal horménio responsavel pelo sono. Os
glicocorticoides sdo secretados no comeco da fase ativa a fim de disponibilizar energia,
aumentando a glicemia, para o inicio das atividades diarias. Fatores sazonais podem alterar o
padrdo de excregdo desses horménios, a fim de alterar a atividade comportamental. O objetivo
dessa revisdo foi apresentar os principais componentes enddcrinos, que controlam ou participam
do controle dos ritmos diarios e como estes influenciam o comportamento dos animais.

Palavras-chave: fotoperiodo, melatonina, glicocorticéide

ENDOCRINE RHYTHMS AND BEHAVIORAL DAILY IN WILD BIRDS AND
MAMMALS

ABSTRACT

The day-night cycle, temperature, humidity, the presence of predators and food availability
requires that living beings possess daily rhythms to accompany these environmental changes. In
addition to these environmental factors, the biological clock is also regulated by hormones such
as melatonin and glucocorticoids, these are influenced by photoperiod. Endocrine and
environmental factors help shape behavior. The secretion of melatonin is stimulated by the
absence of light, is the main hormone responsible for sleep. Glucocorticoids are secreted at the
beginning of the active phase in order to provide energy, increasing glucose to the start of daily
activities. Seasonal factors may alter the pattern of excretion of these hormones in order to
change the behavioral activity. The objective of this review was to present the main endocrine
components that control or participate in the control of daily rhythms and how they influence
the behavior of animals.

Keywords: photoperiod, melatonin, glucocorticoids

RITMOS ENDOCRINAS Y COMPORTAMIENTO DIARIOS EN AVES Y
MAMIFEROS SILVESTRES

RESUMEN

El ciclo dia-noche, la temperatura, la humedad, la presencia de depredadores y la disponibilidad
de alimentos requiere que los seres vivos poseen ritmos diarios que acompafian a estos cambios
ambientales. Ademas de estos factores ambientales, el reloj biolégico también esta regulada por
hormonas como la melatonina y los glucocorticoides, estos estan influenciados por el
fotoperiodo. Los factores endocrinos y ambientales ayudan a conformar el comportamiento. La
secrecion de melatonina es estimulada por la ausencia de luz, es la hormona principal
responsable de suefio. Los glucocorticoides se secretan en el comienzo de la fase activa a fin de
proporcionar energia, aumento de la glucosa para el inicio de las actividades diarias. Factores
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estacionales pueden alterar el patrén de excrecion de estas hormonas con el fin de cambiar la
actividad de comportamiento. El objetivo de esta revisién es presentar los componentes
principales endocrinas que controlan o participan en el control de los ritmos diarios y como
influyen en el comportamiento de los animales.

Palabras claves: fotoperiodo, melatonina, glucocorticoides

INTRODUCAO

Eventos ambientais diérios, tais como o ciclo foto periédico noite-dia, variacoes
da temperatura e umidade do ar, presenca de predadores e disponibilidade de alimentos
obrigam os seres vivos a ativarem uma série de processos fisioldgicos, de forma ritmica,
que lhes permitam acompanhar essas variagoes (1).

Contudo, os ritmos biolégicos ndo sdo orquestrados apenas pelas variacbes
ambientais ciclicas. Essencialmente, existe em cada espécie uma ritmicidade bioldgica
inata geneticamente determinada. Um exemplo desse fendmeno sdo o0s ritmos
circadianos (do latim: circa = em torno de; dies = do dia). SO podem ser considerados
circadianos os ciclos que se repetem diariamente de forma constante, a despeito das
influéncias externas, em periodo aproximado, mas ndo necessariamente de exato, de 24
horas. Contudo, esse ciclo deve também possuir a capacidade de se ajustar
perfeitamente as 24 horas quando exposto ao fotoperiodo natura (2,3).

As atividades de carater circadiano sdo ajustada pelo reldgio bioldgico. As
principais funcBes desse reldgio circadiano é otimizar as manifestagdes temporais das
diferentes atividades bioldgica ao longo do dia, permitindo assim a antecipacdo das
variacfes ambientais recorrentes e separar processos biolégicos incompativeis tais como
alimentacéo e o sono (4).

A robustez dos ritmos biol6gicos permite que estes se mantenham mesmo quando
o0 individuo é submetido repentinamente a um ambiente artificial (5) e propiciam ao
organismo estar sempre preparado para 0s eventos ambientais diarios rotineiros, sem
que seja surpreendido, por exemplo, pelo nascer ou por do Sol (6).

Uma série de genes interconectados em um processo transcripcional
autorregulado por um sistema de retroalimentacdo, gera um ciclo circadiano dentro de
cada uma das trilhdes de células de um organismo animal. Esse ritmo molecular é
funcional em virtualmente todos os tecidos periféricos, sendo contudo supervisionado
por um regulador central localizado no nicleo hipotalamico supraquiasmatico (7).

Os horménios esteroides, secretados pelo cortex da adrenal, exercem um papel
fundamental no controle da homeostase interna e das respostas organicas ao meio
externo. Os corticosteroides regulam os niveis de &gua e eletrolitos corporais e
controlam o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (8,9). Existem trés tipos
de horménios corticosteroides sintetizados por células especializadas em diferentes sub-
regides da cortex da adrenal: a camada mais externa, denominada zona gromerulosa
(ZG), secreta mineraiscorticoides; a camada central, chamada zona fasciculara (ZF),
produz glicocorticoides; e a camada mais interna, ou zona reticulata, produz andrégenos
(10).

A sintese de cada um desses hormonios é dinamicamente regulada pelo eixo
hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) (11); contudo, de forma ndo menos importante,
a secrecao dos glicocorticoides adrenais encontra-se também sob o controle do relégio
circadiano central que orquestra muitos aspectos do metabolismo e do comportamento

().

A intima coordenacdo do sistema nervoso central (SNC) sobre o padrdo de
secrecdo de glicocorticoides e a importancia desses horménios para o metabolismo
corporal, confirmam cada vez mais que a adrenal, ndo atua como um simples relégio
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bioldgico periférico, mas sim que possui um papel especial na transformacdo dos sinais
temporais neurais oriundos do SNC em sinais temporais humorais, que por via
enddcrina atuam nos tecidos periféricos e fazem o ajuste dos diversos relogios celulares
(12).

Devido a importancia dos glicocorticoides para o controle das atividades
circadianas esta revisdo tem como objetivo apresentar 0s principais sistemas
reguladores da secrecdo circadiana dos glicocorticoides e o papel desses hormonios na
adaptacdo do organismo ao relégio biologico central e, consequentemente, ao meio
ambiente.

REVISAO DE LITERATURA
Rel 6gi os biol 6gicos moleculares

O conhecimento acumulado até o momento pelos estudos sobre a ritmicidade
temporal celular sugere que o mecanismo central do relégio molecular das células dos
mamiferos € composto por uma série de genes reldgios que tem sua expressdo regulada
por um sistema de retroalimentacdo que intercala transcricdo e translacdao génica (4).

As principais engrenagens desse relégio celular sdo os produtos proteicos dos
genes Per (Perl, Per2, Per3), Cry (Cryl, Cry2), Clock e Bmall (7). O E-box de acgéo
regulatoria Cis promotor dos genes Cry e Per desempenha um papel central na geracao
da transcri¢cdo circadiana ritmica. Durante o dia subjetivo, os heterodimeros das
proteinas CLOCK-BMALL1 ativam a transcricdo génica no E-box, e por sua vez a
expressao os genes Per e Cry. As proteinas formadas a partir dessa ativacdo, PER 1-3 e
CRY 1-2, interagem e formam complexos que vdo se acumulando no ndcleo das
células. Quando o actmulo intra-nuclear desses complexos alcanca uma determinada
concentragéo eles interagem com o complexo CLOCK-BMALL1 e inibem a fungéo desse
dimero interrompendo assim a transcricdo dos genes Per e Cry (13). Durante a noite
subjetiva, ocorre a progressiva degradagdo do complexo PER-CRY que acaba sendo
insuficiente para interromper funcdo transcricional do complexo CLOCK-BMALL,
fazendo assim com que o ciclo se reinicie (4).

Além desse sistema principal de regulacdo do reldgio celular, outros mecanismos
secundarios, que também estdo sob a influencia das transcri¢des mediadas pelo E-box,
composto por proteinas da familia PAR bZip (DBP, TEF, HLF) e seu antagonista
transcricional E4BP4, e as proteinas RORs e antagonista REV-ERBs, fornecem
robustez e redundéncia ao sistema (7,14,15).

Uma vez ativados, 0s genes que controlam o reldgio celular influenciam também
a expressdo de outros genes que controlam as alteracdes circadianas da fisiologia e
comportamento (16,17).

Entretanto, os reguladores intracelulares ndo estdo isolados; sinais extracelulares
sincronizam ou acertam o relégio celular, agindo nos receptores dos tipos CRE
(responsivo ao Célcio e AMPc) e GRE (receptor de glicocorticoides), por interferirem
na promocéao da transcri¢ao dos gens Per (18).

A regulacdo dos incontaveis relégios celulares dentro do organismo é realizada
por um relégio central, localizado no nucleo hipotalamico supraisquiatico, que exerce
suas funcdes de modo nervoso e/ou endocrino (7). Neurdnios reldgios desses nucleos
apresentam oscilagGes robustas de transcri¢cdo e de atividade elétrica, mesmo quando
cultivados ex vivo por longo periodo de tempo (19). De modo a harmonizar todo o
organismo, o SCN envia sinais aos 6rgaos periféricos por meio de trés rotas: os sistemas
nervosos simpatico e parassimpatico e os glicocorticoides adrenais.
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Papel das células adrenais produtoras de glicocorticoides na mediacéo dos sinais
circadianos oriundos do SNC

A percepcdo de uma robusta secre¢do circadiana de glicocorticoides (cortisol em
humanos e na maioria dos mamiferos (20) e corticosterona em alguns roedores (21) e
aves (22)) foi uma descoberta precoce importante na biologia circadiana. Enquanto a
regulacdo da secrecdo de glicocorticoides relacionada ao estresse pelo eixo hipotalamico
hipofisario adrenal (HHA) tem sido intensamente estudada, o controle circadiano da sua
secre¢édo tem permanecido um tanto quanto obscura. Uma vez que a secrecdoo circadian
ritmica de glicocorticoides é abolida apds lesdes do SNC, fica evidente que o “relogio
central” é indispensavel para o controle da secregdo (21).

Nos animais diurnos, de modo oposto ao que acontece nos noturnos, as
concentracdes séricas de glicocorticoides sdo altas no inicio do dia e baixos no comeco
da noite (23). O interessante € que o0 aumento dos glicocorticoides ocorre antes do inicio
da fase ativa (20), o que indica que esse aumento nao reflete um resposta aguda a um
estimulo externo e sim que é controlada pelo SNC em antecipa¢do ao inicio da
atividade (7).

A liberacdo de GCs é feita pela cortex da adrenal apds estimulo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA). A secrecdo de GCs ocorre em resposta a liberacao
do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) proveniente da hip6fise anterior, que por sua
vez, € estimulada pelo CRH e a vasopressina (AVP) derivados de neurdnios do ndcleo
paraventricular (PVN) do hipotalamo (24,25).

De acordo com o conceito do eixo HHA, os ritmos circadianos seriam induzidos
pela secrecdo circadiana de ACTH pela hipdfise. Essa hipotese foi reforcada pelo fato
da secrecdo do ACTH apresenta ritmos didrios robustos similares e sempre 30-60
minutos antes da secrecdo dos glicocorticoides em humanos (20). Contudo, essa
percepcao vem sendo gradativamente modificada a partir de estudos realizados em ratos
e bezerros que demonstraram que apesar do ACTH ser aparentemente necessario para a
secrecdo circadiana de glicocorticoides, o gerador circadiano essencial tem localizacao
extra-hipofisaria (26,27,28,29).

A essencialidade ACTH ficou explicita a partir de estudos que demonstraram que
em ratos a hipofisectomia abole completamente a ritimicidade circadiana da secrecéo de
glicocorticoides adrenais (26) e que nos animais hipofisectomizados, a implantacédo de
um pellet de ACTH restabelecia a ritmicidade da secrecdo (27). Contundo, nesses
mesmos estudos, ficou evidente que esse fendmeno ndo dependia exclusivamente do
ACTH, pois a ritmicidade foi novamente abolida pela transec¢do da medula espinal no
nivel da vértebra T7 e que transec¢des espinais caudais a vértebra L1 ndo tinha esse
mesmo efeito.

Estudos posteriores realizados em bezerro (28,29) confirmaram os achados
encontraram em ratos e ajudaram a formular a teoria atual de que o SNC, por meio da
sistema nervoso simpético, coordenar o ritmo da secre¢do circadiana de glicocorticoides
adrenais. Contudo, para que essa funcdo seja exercida, € fundamental a existéncia de
concentracdes plasmaticas pelo menos basais de ACTH.

A coordenacdo adrenal, realizada pelo SNC esta sob um rigido controle do ciclo
luz-escuridao diaria. A percepcdo da luz nos mamiferos € restrita ao olho e o trato
retinohipotalamico converte a estimulagéo retinal pela luz em informagdes ao SNC. O
SNC atua entdo, a partir desse ponto, como o0 unico receptor para a luz que é empregado
para coordenar o comportamento circadiano (30).

A exposicao a luz rapidamente estimula, no trato retinohipotalamico, a expressao
de genes de expressdo rapida (imemediate early gene — IEG). Uma vez estimulado pela
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luz o trato retinohipotalamico tem ativagéo da transcricdo de determinados genes. Esse
comportamento de expressdo central € seguido por um aumento dramatico da expressao
do gen Perl na glandula adrenal, enquanto que em outros 6rgaos, tais como figado e
rins, a transcri¢do permanece inalterada (31).

Além do Perl, usando a tecnologia microarrays, observou-se que mais de 156
genes sdo estimulados e 39 silenciados na adrenal em resposta a exposicao a luz. A
observacdo de que essa resposta € abolida quando os nervos adrenais simpaticos sdo
seccionados deixa mais uma vez evidente que esse fenbmeno esta sob o controle do
SNC. Cerca de 60-90 minutos ap6s o0 aumento da expressdo génica, observa-se o
aumento da corticosterona plasmatica e cerebral, sem que se observe a ativacdo
concomitante do eixo HHA (4).

O conjunto dessas informagdes tornou evidente que o mecanismo de controle da
secrecdo circadiana dos glicocorticoides é completamente diferente da reacdo classica
de estresse, na qual os glucocorticoides adrenais estdo sobre controle estrito do eixo
HHA e aumentam cercas de 2-5 minutos ap0s esse sistema ser ativado por um agente
estressor (32).

A rota de transmissdo das informagdes neurais, a partir do SNC até a adrenal
também vem sendo elucidada nos ultimos anos. As informacdes captadas pela retina,
apos serem registradas pelo trato retinohipotaldamico, sdo processadas no SNC e servem
para coordenar a secrecdo de glicocorticoides adrenais. Essa coordenacgdo acontece por
rota neural simpatica do ndcleo intermediolateral (IML) (33).

O mecanismo pelo qual as informacgdes neurais simpaticas aumentam a secrecao
dos esteroides do coértex da adrenal provavelmente envolve a liberacdo das
catecolaminas pela regido medular dessa glandula. Essa hipotese é reforcada pelo
aumento da adrenalina plasmatica que ocorre em minutos apos o inicio da exposicao a
luz e pelo aumento da transcricdo do gen Perl em resposta a administracdo de
adrenalina (2mg/Kg) (32).

A rota simpatica IML que regula a secrecdo dos glicocorticoides é semelhante ao
controle da secrecdo de melatonina pela pineal. A secrecdo circadiana de melatonina é
conhecida como sendo regulada pelo SNC por uma via pds-sinaptica que comunica o
IML e o ganglio cervical superior (GCS) com a glandula pineal e regula a expressao da
araquilamina N-acetiltransferase, enzima que limita a sintese de melatonina. A luz, via
SNC, em poucos minutos diminui a secrecdo de melatonina pela mesma rota simpatica
(34,35,36). Visto que a medula adrenal e o ganglio simpatico sdo derivados da mesma
crista neural, nesse sistema o GCS seria similar & medula adrenal, e a pineal semelhante
a cortex da adrenal (7).

A secrecdo de glicocorticoides, uma vez que é diretamente regulada pelo SNC,
tem papel essencial na transmissdo dos sinais luminosos aos orgdos internos “cegos’.
Contudo, mesmo sob condigdes constantes, como por exemplo escuriddo continua, a
ativacdo circadiana do eixo SNC-simpatico-adrenal ocorre e € também necessaria para a
geracdo dessa variacdo circadiana dos niveis de glicocorticoides, aumentando ao
amanhecer do dia fisioldgico subjetivo. Assim a glandula adrenal age como um
transdutor do relégio bioldgico do SNC sincronizando o metabolismo do corpo todo
(4,7).

De modo aparentemente sincrénico com a variacdo a atividade secretdria adrenal,
outros horménios e neurotransmissores também tém sua secre¢do vinculada ao ciclo
dia-noite, facilitando o estado de vigilia ou de sono. Neuro-transmissores, como 0
préprio CRH e o fator de liberacdo da tireotrofina (TRF), sdo importantes para a fase de
vigilia. Nas primeiras horas da manhd, em humanos, hd aumento da secre¢do dos
hormonios tireoideanos e de insulina, importantes para 0 aumento da taxa metabdlica
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para o inicio das atividades do dia. Esses hormdnios, juntamente com o0s
glicocorticoides sdo essenciais para diversos processos metabolicos, tais como aumento
da glicemia e a utilizagdo de glicose pelas células (36,37). Os GCs também ativam o
sistema neuronal, aumentando a pressdo sanguinea arterial, o ténus muscular e a
frequéncia respiratoria. Essas alteracdes estimulam o catabolismo celular em detrimento
do anabolismo celular (responsavel pela reparacédo, cicatrizacdo e crescimento) que é
induzido pelos esteroides sexuais e hormonios do crescimento (24,38).

CONCLUSAO

Dentro da luz do conhecimento atual sobre a biologia circadiana importantes
modificagdes da fungdo celular sdo coordenadas, em todo o corpo, por um robusto
relogio bioldgico que antecipa as modificagfes do dia astrondmico deixando-0 sempre
pronto para o inicio de suas atividades diarias.

Contudo, 0s organismos animais necessitam estar sempre prontos a se adaptarem
ao dia astrondmico, que na maioria das regiGes do globo, tem a duracdo de seus
periodos de luz e escuriddo progressivamente alterados ao longo do ano.

Dentro deste contexto, o nucleo hipotalamico supraquiasmatico exerce papel
central ao receber informacgdes da variacdo da luminosidade diaria e transformar, via
sistema nervoso simpatico, essas informacdes em sinais enddcrinos, através da
estimulacdo da secrecdo adrenal de glicocorticoides.

Os glicocorticoides, de modo sincrénico ao estimulo do sistema nervoso central,
aumentam e diminuem ao longo do dia sinalizando as células do corpo 0 momento de
ativarem processos anabdlicos indispensaveis e alterarem seu comportamento para o
exercicio de suas atividades diarias, bem como terem definidos seus periodos de
repouso e catabolismo.
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